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© polymer-gebundeno-Farbstoffe, Verfahren zu deren Herstellung und Verwendung. 

® Die vorliegende Erfindung betrifft Polymer-gebundene-Farbstoffe, Verfahren zu deren Herstellung und deren 
Verwendung wie zum Belspiel als Marklerungssubstanzen In Analysenverfahren. Die Polymer-gebundenen 
jFarbstoffe. auch Polymers Farbstoffe genannt, enthalten verknUpfbare funktloneile Gruppen und sind unter 
fObllchen Analysenbedingungen wasserldsllch. Verantwortllch fUr diese Wasseriaslichkeit ist normalerwelse der 
Polymeranteil. Die Farbstoffe an sich sind oft wasserunl6sllch. 
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Polymer-gebundene-Farbstoffe, Verfahren zu deren Herstellung und Verwendung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Polymer-gebundene-Farbstoffe. Verlahren zu deren Herstellung und 
deren Verwendung wie zum Boispiel als Markierungssubstanzen in Analysenverfahren. Die Polymer- 
gebundenen Farbstoffe, auch Polymere Farbstoffe genannt, enthalten verknUpfbare funktionelle Qruppen 
und sind unter Obllchen Analysenbedingungen wasserlSslich. Verantwortlich fur diese Wasserlostichkeit ist 
s normalerwelse der Polymeranteil. Die Farbstoffe an sich sind oft wasserunlosltch. 

Die Aufgabe die der voriiegenden Erfindung zugrunde lag, war es, neue Markierungssubstanzen zu 
entwickein, welche in biologischen Testsystemen elnsetzbar sind. Die Markierungssubstanzen sollen eine 
vergleichbare Nachweisempfindlichkeit aufweisen, wie die bekannten IVIarklerungssubstanzen. Sie sollen 
aber nicfit deren Nachteile haben. wie z.B. schlechte Arbeitssicherhelt und nur verwendbar in Speziallabors 
10 (RadioaktlvltMt) Oder mangelhaft© Stabilitat (Enzymmarkierung). 

Die erfindungsgem^0en polymeren Farbstoffe haben normalerweise mittlere Molekulargewiclite in der 
Groflenordnung von etwa M"„ = 2 x 10^ bis etwa 5x10* Dalton. Bevorzugt sind l^olekulargewichte von 
etwa 10^ bis 10^ Dalton. 

Unter Ubiicfien Analysenbedingungen sind die Polymeren Farbstoffe in wSOrigen Medien zu mindestens 
15 0,1 %. vorzugsweise mindestens zu 1 % losllch. 

Unter Oblichen Analysenbedingungen werden solche verstanden wie sie in biologischen Testen insbe- 
sondere In Bindungsanalysenverfafiren wie z.B. Immunoassays oder Gensonden-Tests vorkommen. Zu 
nennen waren dabei beispielsweise Temperaturen von bis zu etwa 70' C, bevorzugt von ca. 10* C bis 40* 
C und pH-Werte von etwa 3 bis 11. bevorzugt von 5 bis 9. Bei besonderen Testen bzw. Analysenverfahren 
iO kann durchaus von diesen Werten abgewichen werden. Wesentlich ist die Wasserldslichkeit der Polymer- 
gebundenen-Farbstoffe. well dadurch der Einsatz der Farbstoffe in biologischen Analysenverfahren mdglich 
ist. 

Farbige Polymere und Ihre Herstellung durch Umsetzung von DicarbonsSureanhydrldgruppen enthalten- 

den Polymeren mit vorzugsweise Aminogruppen enthaltenden Farbstoffen sind bekannt. So beschreiben 
25 Kalopissis und Viout in US-PS 3 915 635 Haarbehandlungsmittel, welche aus anhydridgruppenhaitigen 

Polymeren und Azo-, Anthrachinon-oder Benzolfarbstoffen mit Aminogruppen hergestetite polymere Farb- 
stoffe enthalten. Die Polymeren sind jedoch nur in wSOrigen Alkoholen und nicht in Wasser losllch. 

Auflerdem besitzen sie keine zusStzlichen Reaktivgruppen, die eine gezielte VerknGpfung mit z.B. AntikSr- 

pern Oder DNA ermoglichen. 
30 Hirschfetd beschrelbt in US-PS 4 166 105 Reagenzien zum Nachweis spezifischer Reaktanten wie 

Antigene, die aus einem an einen Antlkdrper gebundenen Polymeren, welches eine Vielzahl von Farbstoff- 

molekulen enthalt, bestehen. 

Die Farbstoffpoiymeren besitzen endstMndige funktionelle Gruppen, die zur VerknUpfung mit dem 

Protein und eine Vielzahl anderer funktioneller Gruppen, die zur Bindung der Farbstoff molekUle genutzt 
35 werden. Als geelgnete RUckgrat-Polymere werden Polyethylenimine, Polylysin und Polyamide wie Nylon 6 

und niedermolekulare PolycarbonsSuren genannt. 

Im ersten Beispiel dieser Anmeldung wird die Synthese eines Polymeren-Farbstoffes aus Polyethyleni- 

min und Fiuoresceinisothiocyanat beschrieben. der 70 FarbstoffmolekUle je Molekul Polyethylenimin enthalt. 

Im Beispiet 7 wird jedoch die Quantenausbeute eines polymeren Farbstoffes mit 80 gebundenen Fluores- 
40 ceineinheiten zu nur 4 % bestimmt. Daraus foigt, dad dieses Polymer bei etwa hundertfachem Molekularge- 

wicht nur etwa dreimal so stark fluoresziert, wie monomeres FITC. 

Im Oegensatz dazu erhSIt man erfindungsgema/J bei Bindung von 4-Aminofluore8cein an Acrylamid- 

Maleinsaureanhydrid-Copolymere polymere Farbstoffe mit starker Fluoreszenz und Quantenausbeuten Uber 

60 %. 

46 Die erfindungsgemSiSen polymeren Farbstoffe bestehen aus einem wasserlbsHchen Polymer-ROckgrat, 
an welches geeignete Farbstoffe covalent gebunden sind und welches au/3erdem noch Uber Spacer 
verknOpfte funktionelle Gruppen enthSIt, die eine covalente VerknUpfung des polymeren Farbstoffes mit 
biologischen Materialien wie zum Beispiel mit Proteinen Oder funktionalisierten Oligonucleotiden ermoglicht. 
Dafur geeignete funktionelle Gruppen sind zum Beispiel Hydroxyl-, Amino-. Carboxyi Oder auch 
so Thiogruppen sowie Isothiocyanatogruppen, femer N- Hydroxy succinlmidester-. N-Hydroxyphthalimldester- 
bzw. N-Acylbenztriazolgruppen sowie falls eine Verknupfung unter besonders schonenden, vorzugsweise 
wasserfreien Bedingungen mbglich ist. auch SSurechlorld-, SSureanhydrid- und Isocyanatgruppen. 

Die Polymeren bestehen aus covalent verknOpften (copolymerisierten) Monomerbausteinen. die dem 
Polymer die vorteilhaften Eigenschaften verleihen. 

1. Wasserldslich machende nicht-ionisctie Monomerbaustaine wie Acrylamid, Mettiacrylamid, N-Ci- 
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C4-AII<y)(meth)acrylamide, N.N-Ci-Ci'Dialkylacrylannide, N-Vinylpyrrolidon. N-Vinylpiperidon. N-Vinylcapro- 
lactam, N-Vlnytformamid, N-Vinylacetamid. N-Vinyl-N-methyl-acetamid. N-Vinyl-O-methyturethan. 

2. Ober Ester- bzw. Saureimidgruppen Oder vorzugsweise S^ureamidgruppen covalent gabundende 
FarbstoffmolekClle. 

5 Die FarbstoffmolekOle kfinnen entweder durch Copolymerisation entsprechender Farbstoffmonomere wie 
(Meth)acrylsaureester Oder {Meth)acry{amide geeigneter Farbstoffe Oder durch Umsetzung von vorzugswei- 
se Aminogruppen enthaltenden Farbstoffen mit Reaktivgruppen des ROckgratpolymers eingefuhrt werden. 
ReaktivgruppeneinfQhrende Monomere sind beispielswelse Malelnsaureanhydrid, Itaconsaureanhydrid. CI- 
traconsSureanhydrld, (M6th)acrylsaurechlorid, (Meth)acrylsaure-N-hydroxysuccinimidester. (Meth)- 

10 acrylsSure-N-hydroxyphthalimidester, N-(Metb)acryloylben2triazol. 3- bzw. 4-lsothiocyanatopheny!(meth)" 
acryiat, 2-lsocyanatoethylmethacrylat, Isocyanatostyrol. Isocyanatolsopropenylbenzol, Vinyioxiran sowie 
(Meth)acrylsaure in Kombination mit Carbodiimiden. ^ 

3. Reaktive oder aktivierbare Gruppen enthaltende Monomerbausteine, die eine covalente Verknijp- 
fung zum Beispiel mit den Antikorpern, Antigenen, Haptenen oder Nucleinsauren sowie gegebenenfails den 

TS FarbstoffmolekGlen ermSglichen. 

Als solche k5nnen die obengenannten reaktivgruppeneinfUhrenden Monomeren dienen, wenn sie nicht 
quantitativ mit FarbstoffmolekUlen umgesetzt wurden und die VerknUpfung unter solchen Bedingungen 
durchgefOhrt werden kann, dai3 eine Hydrolyse der Reaktivgruppen zu vernaclilassigen ist. 
Ferner kSnnen zu diesem Zweck vorzugsweise (Wonomere eingebaut werden. die eine aiiphatlsche 

20 Alkoliolgruppe enthalten. wie Hydroxialkyl(meth)acrylate wie Hydroxiethyi(meth)acrylat. Hydroxipropyi- 
(meth)acry)at. Butandioimono{meth)acrylat. 

Die Alkoholgruppe kann auch durch Umsetzung der unter 2. genannten Reaktivgruppen des RUckgratpoiy- 
meren mit Aminoalkohoien wi© Aminoetlianol, Amlnopropanol oder 6-Amino-1-hexanol eingefOhrt werden. 
Die Alkoholgruppe des Polymeren kann durch OberfOhrung in die Tresyl-( = Trifluormethansulfonyl-) oder 
26 Methansuifonylgruppe aktiviert werden. 

4. Falls gewUnscht, konnen ionische. die WasserlSslichkeit des Polymeren erhtfhende Monomerbau- 
steine wie (IVleth)acrylsaure. 2-Acryloylamino-2-methyl-propan$ulfonsagre. StyrolsuifonsSure. 
DialkylaminoalkyKmeth)acrylate bzw. Dialkylaminoalkyl-(meth)acrylamide wie Dimethylaminoethyl-metha- 
crylat Oder Dimethylamlnopropylacrylamid bzw. die sich von dresen ivlonomeren ableltenden quaternlerten 

30 (Meth)acrylate bzw. (I\^eth)acrylamide mit einpolymerlslert werden. 

ZusStzllche Carboxyl-. SulfonsSure- oder tert.-Aminogruppen kSnnen ferner durch Umsetzung eines Teils 
der Reaktivgruppen des ROckgratpolymers mit Aminocarbonsauren. Aminosuifonsauren bzw. primSr-tertia- 
ren oder sekundSr-tertiSren Diaminen elngefOhrt werden. 

Der Einbau lonischer Gruppen ist bescnders bevorzugt, wenn die Polymere einen hohen Antell 
35 gebundener hydrophober FarbstotfmolekQIe enthalten. 

Bevorzugte verknUpfbare anionische polymere Farbstoffe entsprechen der allgemelnen Formel 
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A = mit ungesattigten Oicarbonsaureanhydriden copolymerlslerbare Monomere wie Acrylamid, Methacryla- 
mid. N-Ci-CA-Alkyl(meth)acryiamide. N,N-Ci-C4-Dialkylacrylamide. N-Vlnylpyrrolidon. N-Vlnylplperidon. N- 
Vinylcaprolactam, N-Vinylformamid, N-Vlnylacetamid. N-Vlnyl-N-methyl-acetamid, N-Vlnyl-O-methylurethan 
sowie Ethen und Vinytmelhylether. vorzugsweise Ethen. Methylvinylether, N-VinylpyrroHdon. (Meth)- 
55 acrylamid und N-Vinyl-N-methyl-acetamld. 

besonders bevorzugt Acrylamid und Vinytpyrrolidon, da sie zu besonders gut wasserloslichen Copolymeren 
fUhren; 

B =» Carboxylgruppenfreier Rest von Maleinsaure, Itaconsaure oder CItraconsaure, 
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besonders bevorzugt MaleinsSure; u * « 

F = Rest eines ein© Oder mehrer© primSre und/oder sekundSre Aminogruppen enthaltenden Farbstoffes; 
Y = gegenuber Antigenen bzw. ©ndstSndig reaktiv funktlonalisierten DNA (Gen-probes) reaktlve Gruppe. 
besonders bevorzugt •0-S02-CH3 und -0-S02-CH2*CF3; 

X ' die Wasserldslichkelt des verknOpfbaren pglymeren Farbstoffes erhahende Gruppe. insbesondere 
-SO3H-: 

R * Cj-Ci2-Alkylen, Cycloalkylen- Oder Arylengruppe. 

Eine weitere bevorzugte Gruppe verknUpfbarer polymere Farbstoffe entspricht der Forme) 



10 
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C = Rester) von {Meth)acrylamid. N-Vinylpyrrolidon, N-Vinyl-N-nnethylacetamid. besonders bevorzugt 

(Meth)acrylamid); 

Z = H Oder CH3 ^. „ , . ,^ , 

D = {Meth)acrylsaure, 2-Acryloytamino-2-methylpropansulfonsaure. Styrolsulfonsaure. Dialkylanninoalkyl- 
30 (meth)acry!ate bzw. Dlalkylamlnoalkyl(mem)acrylamide bzw. die sich von diesen Monomeren abieitenden 
quaternlerten (Meth)acrylate bzw. {Meth)acrylamlde. 

Das nachstehende Schema verdeutlicht ein Verfahren zur Herstellung der erflndungsgem^flen poiyme- 

ren Farbstoffe. 
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Statistische Copolymere aus Acrylamid und Malelnsaureanhydrld kSnnon durch radlkalische FSIIungs- 
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polymerisatfon in gegen Anhydridgruppen Inerten LOsungsmltteIn wie Aceton. Toluol Oder EssigsSureethyle- 
ster hergestellt werden. Zur Hersteilung der erfindungsgemaUQn polymeren Farbstoffe sind Copolymers mit 
FFT- 25 bis 10*. vor^ugsweise iTr= 50 bis 10^ copolymerisierten Acrylamidmonomeren und n = 3 bis 10^ 
vorzugsweise 5 bis 200 copolymerisierten Maleinsaureanhydridmonorrieren geeignet. Das Verhaltnis von m 
5 : rTliegt ubilcherweise zwischen 2:1 und 20:1. 

(£) steht stellvertretend fur den Farbstoft und a fOr die mittlere Anzahl von Farbstoffmolekaien pro 
Polymerkette. a^liegt zwischen 3 und lO^, vorzugsweise zwischen 5 und 500. besonders bevorzugt 
zwischen 1 0 and 200. a"ist immer um mindestens 1 Kleiner als fT. die Zahl der MaleinsSureanhydridmono- 
mere pro Poiyff»erkette. 

10 Ourch Umsetzung mit einem Aminoalkohol H2N-R'0H werden Alkoholgruppen in den polymeren 
Farbstoff eingefuhrt. Die Zahl dieser Qruppen 5"pro Polymerkette betragt 1 bis 5, vorzugsweise 1 - 3. 

Es ist mflglich entweder die Umsetzung mit dem aminogruppenhaltigen Farbstoff Oder mit dem 
Aminoalkohol zuerst durchzufUhren. 

Falls es erwQnscht ist. k6nnen anschlieOend die noch verbliebenen Anhydridgruppen des Polymers mit 

IS einer AminosulfonsSure {*R-X = •R-SO3H). einer Aminocarbonsaure (-R-X =R-COOH) oder mit Ammoniak 
(.R-X = -H) umgesstzt werden. Die Anzahl Tdieser MolekUle kann 0 betragen. Vorzugsweise ist c = 0 bis 
100. Die Umsetzung mit AminosulfonsSuren ist besonders bevorzugt. wenn die polymeren Farbstoffe eine 
grofle Anzahl hydrophober Farbstoffreste pro Polymerkette enthalten, da durch die eingefUhrten SulfonsSu- 
regruppen die Wasserloslichkeit der polymeren Farbstoffe verbessert wird. 

20 Die Umsetzungen des reaktiven Pasispolymeren (z.B. des Acrylamid-Maleinsaureanhydrid-Copolyme- 
ren) mit dem Farbstoff {©-NHj), dem Aminoalkohol {H2N-R-0H) und gegebenenfalls der Aminosaure Oder 
Ammoniak konnen in homogener Losung oder in Suspension durchgefUhrt werden. Das L6sungsmittel bzw. 
Suspensionsmedium sollte m5glichst inert gegenOber den Reaktivgruppen des Basispolymeren sein um 
stdrende Nebenreaktionen zu vermeiden. 

25 Bevorzugt slnd solche Losungsmittel bzw, Suspensionsmedien, die entweder eIne DurchfOhrung des 
gesamten Reaktlonscyclus in homogener L5sung erm6glichen oder das Basispolymere bzw. den polyme- 
ren Farbstoff losen. Nach DurchfOhrung der Reaktionsfoige wird der potymere Farbstoff nach an sich 
bekannten l^ethoden isoliert durch Abdampfen .des LSsungsmittels, vorzugsweise durch AusfMllen des 
polymeren Farbstoffes in einem geeigneten organischen Medium. ^ 

30 Das Verhaltnis der gebundenen hydrophoben Farbstoff motekOle a zur Zahl der wasserl5slich machen- 
den Polymerbestandteile nT* Acrylamid und c"= gebundene Aminosulfonsaure, AmlnocarbonsSure oder 
Ammoniak wird so gewShlt. da/3 die polymeren Farbstoffe die erforderliche Wasserloslichkeit besitzen. 

Die Abtrennung eines eventuellen Oberschusses an Reagenzien kann entweder beim AusfSllen des 
polymeren Farbstoffs, durch erneutes Umfailen oder im Falle wasserlOslicher Reagenzien auch durch 

3S Dialyse oder Ultrafiltration erfolgen. 

AnschfleiSend wird der gereinlgte polymere Farbstoff getrocknet. 

Nach anschlieflender UberfOhrung der Alkoholgruppen des polymeren Farbstoffes in Methansulfonyl-. 
Tresyl-. Trifluoracetyl-, Benzolsulfonyl- bzw. p-Toluolsulfonylgruppen. die nach bekannten Verfahren erfol- 
gen kann, erhSlt man die erfindungsgemSflen verknUpfbaren polymeren Farbstoffe. 

40 Analog zu den Acrylamid-Malelnsaureanhydrid-Copolymerisaten kSnnen auch weitere DicarbonsSure- 
anhydridgruppen enthaltende Copolymere aus Acrylamid. Methacrylamid. N-Ci-C*-Alkyl(meth)acrylamiden, 
N,N-Ct-C*-Dtalkytacrylamiden. N-Vinylpyrrolidon. N-Vlnylpiperidon. N-Vinylcaprolactam, N-Vinylformamid. 
N-Vinylacetamld. N-Vlnyl- N-methyl-acetamid, N-Vinyl-O-methylurethan, Ethen oder Methyl vinylether und 
Maleinsaureanhydrid. jtaconsSureanhydrid bzw. Citraconsaureanhydrld mit Aminogruppen enthaltenden 

45 Farbstoffen, Aminoalkoholen sowie gegebenenfalls AminosulfonsSuren. Amlnocarbonsauren oder Ammoniak 
2u wasserl5slichen polymeren, verknUpfbaren Fabstoffen umgesetzt werden. 

Auch Copolymere aus Acrylamid. Methacrylamid. N-Ci-C*-Alkyl(m9th)acrylamiden, N.N-Ci-Ct-Dialkyl- 
acrylamiden, N-Vlnylpyrroiidon. N-Vlnylplperldon, N-Vlnylcaprolactam, N-Vlnylformamid, N-Vlnylacetamid, 
N-VinyNN-methyiacetamid oder N-Vlnyl-O-methylurethan und (Meth)acrylsaurechlorld, Isocyanatoethylme- 

50 thacrylat. Isocyanatostyrol, Isocyanatoisopropenylbenzol und Vinyloxiran k6nnen analog zu den Anhydrld' 
gruppen enthaltenden Copolymerlsaten zu wasserlSslichen verknUpfbaren polymeren Farbstoffen umgesetzt 
werden. Dabei werden die Umsetzungen der Saurechlorldgruppen enthaltenden Copolymere vorzugsweise 
in Gegenwart von tert.-Aminen als SSurefSnger durchgefUhrt. 

Copolymerisate aus Acrylamid. Methacrylamid. N-C,-C4-Alkyl(meth)acrylamiden. N.N-Ci-Ci-Dialkyl- 

S5 acrytamlden. N-Vinylpyrrolidon. N-Vinylpiperidon. N-Vinylcaprolactam, N-Vinylformamid, N-Vinylacetamid, 
N-Vlnyl-N-methyl-acetamid Oder N-Vinyl-O-methylurethan und (Meth)acrylsaure-N-hydroxysuccinimldester. 
(Meth)acryl5aure-N-hydroxyphthaIlmidester, 1-N-{Meth)acryloylbenztriazol Oder Isothiocyanatophenyl- 
(meth)acrylat kiJnnen ebenfalls analog zu den Anhydridgruppen enthaltenden Copolymeren mit Aminogrup- 

6 
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pen enthaltenden Farbstoffen, Aminoalkoholen und gegebenenfails Aminosulfonsauren, Aminocarbonsauren 
Oder Amnrioniak umgesetzt werden. 

Bel diesen Copolymerlsaten besteht jedoch zusStziich die M5glichkeit, die Reaktlvgruppen nur teilwelse 
mit Aminogruppen enthaltenden Farbstoffen sowle gegebenenfails Aminosulfonsauren, Aminocarbonsauren 
6 und/oder Ammonlak umzusetzen so da/J 1 bis S Reaktlvgruppen pro polymerem Farbstoffnriolekai ubrig 
blsiben. Die VerknGpfung mit den AntikCrpem. Antigenen. Haptenen Oder NudelnsSuren erfolgen dann Uber 
dlese Qruppen. 

Auflerdem konnen bel diesen Polymerisaten zusatzllch Hydroxialkyl(meth)acryiate einpolymerlsiert 
werden. In diesem Falle kdnnen alle acylierenden Reaktlvgruppen mit FarbstoffmolekOlen sowi© gegebe- 

10 nenfalls mit die Wasserloslichkeit ©rhShenden Verbindungen umgesetzt und die Alkoholgruppen anschlie- 
jSend in Mettiansulfonyl-, Tresyl-oder andere Reaktlvgruppen Oberfuhrt werden. 

Eine weitere MSglichkeit zur Herstellung verknQpfbarer wasserloslicher polymerer Farbstoffe besteht in 
der Copolymerisation von Farbstoffmonomeren. die auBer dem Chromophor eine (Meth)acrylsaureester 
Oder (Meth)acrylamid-Gruppe Oder eine sonstlge polymerisierbare VInyi-bzw. Isopropenyl-Gruppe enthaiten 

15 mit wasserloslich machenden nlcht-lonischen Monomerbausteinen wie Acrylamid. Methacrylamid. N-Ct-C*- 
A[kyl(meth)acrylamiden, N.N-Ci-C*-Dlalkylacrylamiden. N-Vinylpyrrolidon, N-Vinylpiperldon, N-Vlnylcapro- 
lactam. N-Vinylformamid, N-Vinylacetamid. N-Viny!-N-methyl-acetamld oder N-Vlnyl-O-methylurethan. sowle 
mit einem weiteren Monomeren, welches eine gegen Wasser bestSndige reaktlve oder eine aktlvierbare 
Qruppe enthait. Die MonomerverhSltnlsse werden dabel so gew^hlt. dal3 im MIttel jede Polymerkette 1-5 

20 reaktive bzw. aktivierbare Gruppen enthSIt und das Polymer wasserlfisllch 1st. 

Die verwendbaren Farbstoffe. sind normalerweise solche. die im Ultravloletten, Infraroten oder slchtba- 
ren Spektralbereich eine Absorption zeigen. Ais Farbstoffe, die im sichtbaren Sereich absorbieren eignen 
sich insbesondere Azo-. Methin- sowie Anthrachinonfarbstoffe fur den Einbau in die beschrlebenen Polyme- 
ren. Sehr gut geeignet sind auch Heterozyklen enthaltende Methinfarbstoffe wie Oxazine. Thiazine, Triphen- 

25 dioxazine Oder Chinophthalone. Dlese Farbstoffe konnen sowohl wasserunl6slich sein ais auch durch 
Sulfonsaure, Carbonsaure- bzw. kationlsche Gruppen Wasserldslichkelt erhalten. 

Bevorzugt sind Ruoreszens-Farbstoffe. Geelgnete Farbstoffe sind zum Beispiel: 
Cumarine der allgemeinen Formel 



worin 

Ri fur 0-Alkyl. N(Alkyl)2. NH-Alkyl. NH-SOa-Alkyl. NH-SOa-Aryl 
40 Ra fOr H. CN. CI, OH. Alkylen. Aryl, 
R3 fUr Phenyl, Hetaryl steht. 
Ri kann auch noch 
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X 



so 



bedeuten, wobei 

X fOr 0. N-AlkyI oder (CH2)n steht worin n 0 oder 1 sein kann, 
Weiterhln gut geeignet sind Cumarine der Formel 



59 
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wonn R2 und R3 die oben genannte Bedeutung haben. 

Wenigstens einer tier Substituenten Ri . R2 Oder R3 soli eine funktionelle Gruppe ftir die Verknupfung 
des Farbstoffs mit dem Polymer betragen. Die NH2-Grupp0 wird dafOr als besonders geeignet angesehen. 

Ebenfalls geeignet sind Carbostyrile der allgemeinen Formei 




worm 

Rt , R2 und R3 die bei den Cumarinen angegebenen Bedeutung haben konnen und 
Ri fUr AikyI steht. 

Auch hier mu0 einer der Substituenten ein eine funktionelle Gruppe fUr VerknOpfung mit dem Polymer 
tragen. 

Weiterhin geeignet sind 
Pyrazoline der allgemeinen Formei 




Rs = fUr H.Oder CH3. 
R7 und Rs unabhSngig voneinander fUr H Oder CI und 
Rs fUr Alkyten, 



N-AlkylQn« 



so Aikylen-O'Alkylen steht 
wobel 

flio = Aikyi bedeutet. 

Auch gut dinsetzbar sind 
Naphthalimide der allgemeinen Formei 
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worm 

R, , fQr Alkyl, 
,g Ri2. Ri3 fOr H. OAlkyl, N(Alkyl)2 Steht und 

entweder die Alkylgruppe an Rn Oder jene an R12 bzw. eine NHa-Qruppe zur VerknUpfung mit dem 
Polymer trSgt. 

Als ebenfalls geeignet sind zu nennen 
Pyrene der aligemelnen Formel 



2S 
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worin 

Ri4 far H Oder SO3H. 

Rts und Ri« unabhangig voneinander fUr OAlky! Oder N(Alkyl)2 und 

entweder eine Alkylgruppe an R^s Oder an Ris eine NHa-Gruppe zur VerknQpfung mit dem Polymer tragi 
Zu nennen wSren noch Fiuorescelne der Formel 



46 




Auch geeignet sind Rhodanine der aligemelnen Formel 



66 



9 



INSOOCID: <EP Qaei22flA2J_> 



EP 0 361 229 A2 




wofin 

Y® ein farbloses Anion bedeutet und 
R' und Hi fQr AlkyI, 




20 

steht 

wobei X fur O. N-AlkyI oder {CH2)„ mit n = 0 Oder 1 steht. 

Ri und R2 kSnnen auch zusammen mIt den Aromaten einen Ring bilden wie zum Beispiel 

25 



30 




Diese und noch weltere Farbstoffe sind der LIteratur wie z.B. "The Chemistry of Synthetic Dyes". 
Volume V. Akademie Press (1971), oder auch "Fiuorescent Whitening Agents", vom Qeorg Thieme Verlag 
35 Stuttgart (1975). 

Die erfindungsgemSflen Farbstoffe eignen sich zur Marklemng In bioioglschen Analysenverfahren. So 
konnen z.B. Antlkorper oder geeignet funktionalislerte Oligonucleotide farbig marklert werden. die dann in 
die ubiichen Tests (Immunoassays bzw. Gensonden-Tests) eingesetzt werden kdnnen. 

Ein fur die Leistungsfahigkelt solcher Tests entscheidende Grofl© ist die Empfindlichkelt. Sie wird bel 
<o den meisten derzelt Oblichen Testverfahren durch Einsatz radioaktiver Markierungssubstanzen erreicht 

Diese Methode hat In der praktischen DurchfUhrung aber viele gravlerende Nachtelle 
(StrahiengefShrdung. Zersetzlichkelt der Substanzen, schwierlge Abfallentsorgung, SpezialausrQstung der 
Labors, spezielle Ausbildung des Personals), die eine Ausdehnung dieser vorteilhaften und leistungsfahigen 
Tests zu Routlneverfahron bisher behindert haben. (s. z.B. WO 88-02784. Pharmacia. 21. 4, 88). 
45 Es sind daher mehrere Versuche unternommen worden, die radioaktive Marklerung durch elne problem- 
lose Farbstoffmarkierung zu ersetzen. Damit umgeht man die Nachtelle der radloaktlven Marklerung, die 
erzielbare Empfindlichkelt Ist aber fUr viele Tests nicht ausreichend [s. z.B. Nucleic Acids Res. 18. 4957 
(1988)]. 

HIer bieten die ertindungsgem^flen polymeren Farbstoffe den Vorteil einer gesteigerten Empfindlichkelt 
50 ohne Verwendung von Radioaktlvitdt. 

Zur Verknapfung der Polymeren Farbstoffe mit bioioglschen Substraten bieten sich mehrere Verfahren 

an. 

1. Das Polymer enthSIt einpolymerislert geeignete Gruppierungen. die zur Reaktion mit Antikorpern 
Oder entsprechend funktionalisierten Oligonucleotlden befahigt sind. z.B. konnen Acrylester von N-Hydrox- 
55 ysuccinlmid Oder l-N-Hydroxybenztriazot einpolymerislert werden. 

Die aktiven Polymere werden nach Beladen mit Farbstoffen in wSflriger Ldsung mit den zu marWerenden 
bioioglschen Materlallen umgesetzt. Die erhaltenen Mischungen k5nnen entweder direkt in Analysen 
verwendot werden Oder nach vorheriger Reinigung. 
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2. Das Polymer enthSIt geeignete funktionelle Gruppen, die durch sine separate chemische Umset- 
zung so aktiviert werden, da/3 sie zur VerknCpfung mit Antik6rp©rn und geeigent funktionalisierten Oligonu- 
cidotiden befShigt sind. 

Solche Gruppierungen konnen z.B. Hydroxygruppen sein, die sich durch Umsetzung nach literaturbekann- 
5 ten Verfahren in aktivierte Ester. z.B. SulfonsSure- oder CarbonsSureester. Oberfahreri lassen. 

Dazu wird das Hydroxylgruppen-iialtige Farbstoffpolymer in einem geeigneten L6sungsmittel, belsplelswei- 
se mit IVlethansulfonsaurechlorld. in das IVIesylat umgewandelt. 

Dieses aktivierte Farbstoffpolymer wIrd dann in wSflriger Losung mit dem biologlschen Substrat (Antikfirper 
bzw. geeignet funktlonalisiertes Oligonucleotid) umgesetzt. Die erhaltene Mischung kann entweder direkt in 
10 Tests eingesetzt werden oder auch nach vorheriger Reinigung. 

Geeignet funktionallsierte Oligonucleotide sind llteraturbekannt. Oarunter werden z.B. Oiigonucleotlde 
verstanden, die Ober einen inerten Spacer Amino-. Mercapto-oder Hydroxyfunktionen enthaiten. 



15 Belspiel 1 



Copolymeras aus Acrylamid und MaieinsSureanhydrid: 

20 57 g Acrylamid. 20 g MaleinsSureanhydrid und 0.77 g Azobisisobuttersauredinitril werden in 500 ml 
trockenem Ethylacetat geldst und die LSsung fitrlert. Der Sauerstoff wird durch dreimallges Evakuieren und 
FUlIen mit Stickstoff entfernt und die Reaktionsmischung unter Stickstoff 20 Stunden bei 60* C gerOhrt. Das 
ausgefallene Copolymerpulver wird abgesaugt. grOndllch mit Etiiylacetat gewaschen und im Vakuum bei 
50 ' C getrocknet. 

26 Ausbeute: 56.3 g; N = U,8 % = 25 Gew.-% Maieinsaureanhydrid. 

Qrenzviskositat [tj] = 0.15 (gemessen In 0.9 %lger, wS/lriger Kochsalzlosung) dies entsprlcht einem 
mittleren Molekulargewicht von etwa 20 000 Dalton. 



30 Belspiel 2 

Copolymeres aus N-Vlnylpyrrolldon und ly^aleinsSureanhydrid 

35 26,6 g N-Vinylpyrrolidon, 23.4 g MaleinsSureanhydrld und 116 g IVlethylenchlorld werden vorgelegt. Die 
LcJsung wird wie in Beispiel A von Sauerstoff befreit und auf 40* C erwSrmt. Innerhalb von 15 Minuten wird 
etne Lfisung von 250 mg Oilauroyl-peroxid in 50 g Methylenchlorid zugetropft und dann 12 Stunden bei 
40* C polymerlsiert. Das ausgefallene Copoiymerisat wird abflltriert. mit Methylenchlorid gewaschen und im 
Vakuum bei 50 ' C getrocknet. 

40 Ausbeute: 20,6 g. N = 6,8 %, entsprechend einem molaren VerhSltnis von N-Vinyipyrrolidon zu Maieinsau- 
reanhydrid von etwa 1:1; - 0,11 (gemessen In DMF). 



Belspiel 3 



Copolymeres aus Acrylamid und Acryloyloxysuccinlmid 

54 g Acrylamid, 6 g Acryloyloxysuccinimid und 0,3 g AzobisisobuttersSurGnitril werden in 400 ml 
50 trockenem Ethylacetat geiast. Die Losung wird wie in Belspiel A von Sauerstoff befreit und unter Stickstoff 
20 Stunden bei 60* C geruhrt. Das ausgefallene Copolymerpulver wird abgesaugt, grDndlich mit Ethylace- 
tat gewaschen und im Vakuum bei SO' C getrocknet. 
Ausbeute: 58,4 g 

Qrenzviskosltat [ij] = 0,71 (gemessen In 0,8 %lger wSflrlger Kochsaiziesung) dies entspricht einem 
55 mltlieren Molekulargewicht von etwa 1 1 5 000 Dalton. 



Beispiel 4 
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1.5 g des Acrylamid-Maleinsaureanhydrid-Copolymers von Beispiel 1 werden in 30 ml trockenem 
Formamid bel 50* C gelost. Nach dem Abkiihlen werden bei Raunf^temperatur 20 mg 6-Amlno*l -hexanol 
zugegeben und der Ansatz 1 Stunde bei Raumtemperatur gerUhrt. Nach Zugabe von 600 mg 4-Aminoftuo- 
rescetn wird 24 Stunden bel Raumtemperatur und anschlieSend 5 Stunden bei 50* C weitergeriihrt. Der 
warme Ansatz wird in 1 I Aceton ausgefSHt, das Polymer abgesaugt und in 40 ml Formamid bei 50* C 
geldst. Nach Zugabe von 1 ml 25 %iger NHiOH-Ldsung wird 30 Minuten bei 50* C gerUhrt. der Ansatz 
abgekuhit und In 1 I Aceton erneut ausgefaltt. Das Polymer wtrd abgesaugt. mit Aceton gewaschen und im 
Hochvakuum bel 25* C getrocknet. Die Fiuoreszenz wird in Wasser bet pH 9 gemessen. 
Ausbeute: 1 ,45 g; Xm«x = ^93 nm; 

Extinktlon bei 493 nm = 0.05 (4.5 mg pofymerer Farbstoff in 1 I Wasser); Quantenausbeute = 0.63 

1 g des so erhaltenen polymeren Fluoreszenzfarbstoffes werden bei Raumtemperatur in 50 ml . 

trockenem Pyridin vorgelegt. mit 1 g Methansulfonsaurechiorld versetzt und unter Feuchtigkeitsausschlufl 4 

Stunden bel Raumtemperatur verrUhrt. 

AnschlieiSend wird abgesaugt und zweimal mit je 30 ml Isopropanol gewaschen, 

Ausbeute: 0,9 g schwach gelbes. hygroskoplsches Pulver. 

Anstelle von Methansulfonsaurechiorld kSnnen zur Aktivierung des Farbstoffes nach analogem Verfah- 

ren auch TrifluormethansulfonsSurechlorld, Benzolsulfonsaurechlorid, Trifluoressigsaureanhydrld Oder p- 

Toluolsulfonsaurechlorid verwendet werden. 



Beispiel 5 

3 9 des Acrylamid-Maleinsaureanhydrtd-Copolymers von Beispiel 1 werden bei 60* C In 30 ml 
trockenem Formamid gelost. Eine Suspension von 268 mg 3-(4-Aminophenyl)-7-Methylamino-cumarin In 
2.5 m! trockenem DMF wird zugegeben und der Ansatz 3 Stunden bei 50* C gerUhrt. 30 mg 6-Amino-1- 
hexanol (fest) werden zugegeben und der Ansatz 1 Stunde bei 50* C weltergerGhrt. Die Ufisung wird dann 
in 400 ml Eihyiacetat eingerUhrt. wobei das Polymer ausfSllt. Das Polymer wird abgesaugt, Intensiv mit 
Ethylacetat gewaschen und im Vakuum Uber Phosphorpentoxld getrocknet. 
Ausbeute: 2.8 g; X^ax 389 nm; 

Extinktion bei 389 nm = 0.05 (21 mg polymerer Farbstoff in 1 I Wasser); Quantenausbeute = 0.38. 

1 g des so erhaltenen polymeren Fluoreszenzfarbstoffes werden in 100 ml trockenem Pyridin vorgelegt 
und mit 1 g Methansulfonsaurechiorld versetzt. Unter Feuchtigkeitsausschlufl wird bel Raumtemperatur 4 
Stunden gerUhrt. dann abgesaugt und mit je 30 ml Isopropanol 2 x gewaschen. 
Ausbeute: 0.9 g farbloses. hygroskoplsches Pulver. 



Beispiel 6 

3 g des Acrylamid-Acryioyloxysucclnlmld'Copolymers aus Beispiel 3 werden in 40 ml trockenem 
Formamid bei 50* C gel()st, Nach dem AbkOhlen auf 25* C warden 0.3 g 4-Aminofluorescein zugegeben 
und der Ansatz 22 Stunden bei 25* C und 4 Stunden bei 50* C geruhrt. Das Polymer wird In 500 ml 
Ethylacetat ausgefSllt. nochmais in 30 ml Formamid geldst und erneut in 500 ml Ethylacetat gefSllt und 
nach der Isolierung im Vakuum Ober Phosphorpentoxld getrocknet. 
Ausbeute: 2,4 g; = 493 nm; 

Extinktion bei 493 nm = 0.05 (12 mg polymerer Farbstoff in 1 I Wasser bei pH 10); Quantenausbeute = 
0.18 

Mit Mhnlichem Ergebnis IMflt sich ein entsprechendes Acrylamid / 1-Acryloxy-benztriazol Copolymeres 
mit 4-AminofIuorescein markleren. 



Beispiel 7 

2,09 g eines gemSfl Beispiel 2 hergestetlten Copolymerisats aus MaleinsSureanhydrid und N>Vinylpyr- 
rolldon werden zusammen mit 1.356 g des Farbstoffes 
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1 



CH2CH2"NH2 



CH. 
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in 25 ml Formamid gel6st. 

Nach 2-standigem ROhren bei 50* C addiert man folgende Lfisung zum Reaktionsgemisch: 
52 mg 6- Amino- 1 -hexanol 
500 mg 2-AminodthansulfonsMurd 
5 ml Formamid 
5 ml H2O 

Es wird noch 6 Stunden bei 50* C nachgerUhrt. Danach kUhIt man auf Raumtemperatur ab und fSlit 
den entstandenen polymeren Farbstoff durch Einrahren In einen iSfachen Uberschu/J an Aceton aus. Der 
abflltrierte Farbstoff wIrd Uber Nacht Im Exsikkator getrocknot. 
Ausbeute: 3.56 g. W 510 nm 

Extlnktlon bei 510 nm = 0.43 (40 mg polymerer Farbstoff in 1 1 H2O). 



Beispiel 8 

1.5 g des Acrylamld-Maleinsaureanhydrid-Copolymers von Beispiel 1 werden in 30 ml trockenem 

Formamid be! 40-60' C gelSst. 

Eine Losung von 115 mg {3-(4-Amlnophenyl)-7-diethyiaminocumarin in 1.5 ml DMF wird zugegeben 
und die Lasung bei 50* C 1 Stunde gerUhrt. Nach Zugabe von 0.75 ml einer 1 %lgen 3-Aminopropanoll6- 
sung wIrd 30 Minuten weitergerOhrt und anschlie/3end werden 0.5 ml konzentrierte wMflrige AmmoniakiS- 
sung zugegeben. Es wird 30 Minuten bei 50* C nachgerUhrt und der Ansatz in 750 ml Elhylacetat 
eingetropft. Der Poiymerfarbstoff milt feintelllg aus. Er wIrd abgesaugt, mit Ethylacetat gewaschen und 
rasch in einen Exiccator aberfOhrt. da er hydroskoplsch ist. Die Trocknung erfolgt bei < 0.1 mbar. 
Ausbeute: 1,42 g; X^ax = 412 nm; 

Extinktlon bei 412 nm » 0,07 (25 mg polymerer Farbstoff in 1 I HzO): XE„,tMion - 497 nm; Quantenausbeute 
= 0,21. 



35 

Beispiel 9 

1.5 g des Acrylamid-Maielnsaureanhydrid-Copolymers von Beispiel 1 werden in 30 mi trockenem 
Formamid bel 50* C gelOst. Nach Zugabe einer Ldsung vo 115 mg 3-(4-Amlnoplienyi)-7-diethyiamlnocu- 
^ marin in 1,5 mi DMF wird oin© Stunde bei 50* C gerOhrt. 20 mg 6-Amino-l -hexanol (fest) werden 
zugegeben und der Ansatz 30 Minuten bel 50* C weitergeruhrt. Nach Zugabe von 300 mg Taurin (fest) 
wird weltere 60 Minuten bei 50* C gerUhrt und der Farbstoff anschlleflend wie In Beispiel 1 gefMllt. isollert 
und getrocknet. 

Ausbeute: i.85 g; x^ax 4i4 nm: 
^ Extlnktion bei 414 nm = 0.07 {35 mg polymerer Farbstoff In 11 H20); Xsmission = 501 nm; Quantenausbeute 
- 0.23 

1 g des so hergestellten. Hydroxylgruppen enthaltenden polymeren Farbstoffes wird bei Raumtempera- 
tur In 100 ml destilliertem trockenem Pyrldin suspendlert. 1 ml Methansulfonsfiurechlorid wird zugetropft 
und der Ansatz bei Raumtemperatur unter LichtausschiujS 4 Stunden gerUhrt. Anschlleflend wird rasch 
50 abgesaugt, zweimal mit je 30 ml Isopropanol gewaschen und Im Otpumpenvakuum getrocknet. 
Ausbeute: 0,95 g schwach gelbes, hygroskopisches Pulver. 



Beispiel 10 

1.5 g des Acryiamid-Maleinsaureanhydfid-Copolymers von Beispiel 1 werden In 35 mi ttxjckenem 
Formamid bel 60* C gelost- EIne LQsung von 300 mg 4-Amlnofluorescein In 3 ml DMF wird zugegeben 
und der Ansatz 1 Stunde bei 60* C gerQhrt, Nach Zugabe von 15 mg 6-Amlno-1 -hexanol (fest) wird 30 
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Minuten bei 60* C welter gerUhrt. 300 mg Taurin (fast) werden zugegeben und 30 Minuten bei 60* C 
nachgeruhrt. Anschlieflsnd wird der polymere Farbstoff wie in Beispiel \ beschrieben isoliert und getrock- 
net. 

Ausbeute: l,75g; W = 476 nm; 
5 Extinktion bei 476 nm » 0,04 (50 mg polymerer Farbstoff in II H20); X^mmton "518 nm; 
Quantenausbeute - 0,22. 



Beispiel 11 

JO 

2.09 g des Copolymerisats aus N-Vinylpyrrolidon und MaleinssSureanhydrld von Beispiel 2 werden 
zusammen mit 131 mg des Farbstoffs 3-(4-Aminophenyl)-7-diethytaminocumarin In 6.66 g Formamid bei 
50* C umgesetzt. 

Nach l-stUndigem RUhren bei 50* C gibt man folgende L6sung zum Reaktionsgemlsch: 
IS 19 mg 6-Amino-1-hexanol (test) 

960 mg einer waOrlge Losung von Na-Taurin (Festgehalt 43 %) 
3.0 g Formamid 
3.0 9 Wasser. 

Es wird noch 5 Stunden bei 50* C nachgerUhrt. Oann kUhIt man auf Raumtemperatur ab und fSllt den 
20 polymeren Farbstoff durch EinrUhren in einen UberschuB von Aceton aus. Das Produkt wird im Exsikkator 
Qber Nacht getrocknet. 
Ausbeute: 2.40 g. \max = 411 nm; 

Extinktion bei 411 nm = 0,05 (20 mg polymerer Farbstoff in 1 I H2O); Xgm,ss,on ' 500 nm; 
Quantenausbeute - 0,30. 



Beispiel 12 

5 9 des Acrylamid*Maleins3ureanhydrid-Copolymers von Beispiel 1, 150 ml wasserfreies Formamid und 
30 500 mg des Farbstoffes 



35 




^ werden unter Stickstoff 2 Stunden bei 120* C gerUhrt. Nach dem AbkOhlen auf 60* C werden 40 mg 6- 
Amino-1-hexanoi (fest) zugegeben und eine Stunde bei 60* C weitergerUhrt. 2 ml konzentrierte waflrige 
Ammoniaklosung werden zugegeben und nach einer weiteren Stunde bei 60* C wird der polymere 
Farbstoff in 1,5 I Ethyiacetat ausgefSllt und wie in Beispiel 1 isoliert und getrocknet. 
Ausbeute: 5,5 g: X^ax ~ 568 nm; 

<5 Extinktion bei 568 nm = 0.67 (0,2 mg polymerer Farbstoff In 1 ml Wasser). 



Beispiel 13 

50 1,25 g des Acrylamid-MaleinsMureanhydrid-Copolymers von Beispiel 1 werden in 50 ml trockenem 
Formamid bei 80* C geldst. 10 mg e-Amino^l-hexanol (fest) werden zugegeben. Nach 1 Stunde bei 60* C 
werden 0,75 g des Farbstoffes 



55 
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IS 



20 



S ^CjHs 
CHg 



zugegeben und der Ansatz 4 Stunden bei 60* C waltergerOhrt. Dann werden 500 mg Taurln (fast) 
zugegeben und 1 Stunde bei 60* C nachgerGhrt. Der polymere Farbstoff wird dutch Eintropfen der 
Reaktionslosung in 1 ,5 I Aceton ausgefSllt und wie in Beispiel 1 beschrieben isoiiert und getrocknet. 
Ausbeute: 1,75 g: X„ax 533 nm; 

Exrtnktion be) 533 nm = 0.7 (0.2 mg polymerer Farbstoff In.j1 ml Wasser). 



Beispiel 14 

1 ,26 g eines alternierenden Copolymerisates aus Maleinsaureanhydrid und Ethylen mit dem Molekular- 
gewlcht 25.000 (EMA<!>21 der Rrma Monsanto) werden in 20 ml Formamld geiOst. Zu dieser LSsung gibt 
man elne LOsung von 1,895 g eines Farbstoffes mit der Formel 



OZ 



25 CH3 



ebenfalls gel6st in 20 ml Formamid. Das Reaktionsgemisch wird 1 Stunde bei Raumtemperatur und 2 
Stunden bei 50* C gerOiirt. Danach addiert man 117.8 mg B-Amlno-l-hexanol, gelost in 5 ml Formamid, 

30 und rOhrt welters 30 Minuten. Schlieflllch gtbt man 500 mg 2-Aminoethansu(fonsaure und nach einer 
weiteren halben Stunde 5 ml H2O zum Reaktionsgemiscin und rUhrt noch 6 Stunden bei 50* C nach. Nach 
AbkiJhIen auf Raumtemperatur wird der gebildete polymere Farbstoff durch Einruhren in ca. 1,5 1 Aceton 
ausgefailt. Nach dem Abfiltrieren wird der Farbstoff bis zur Gew.-Konstanz im Vakuumexsikkator getrocknet. 
Ausbeute: 3.21 g; Xmax = 495 nm; 

35 Extinktion bei x^ax = 1.08 {Konzentr.: 40 mg/l; LM : H2O). Molarer Extinktionskoeffizient: 1,9 ' 10^ 

1 g des so hergesteilten polymeren Farbstoffes wird bei Raumtemperatur in 50 ml trockenem Pyrldin 
mit 1 g Methansulfonsfiurechlorid 4 Stunden unter Feuchtigkeitsausschlufl verrOhrt. Anschlle/Jend wird 
abgesaugt. zwelmal mit 30 ml Isopropanol gewaschen und Im Olpumpenvakuum bei Raumtemperatur 
getrocknet. 

40 Ausbeute: 0,9 g schwarzes, hygroskoplsches Pulver. 



Beispiel 15 

« 1 ,56 g eines alternlerenden Copolymerisates aus Maleinsaureanhydrid und Methylvinylether mit dem 
Molekufargewicht 20,000 (Gantre2<5)AN-1l9 der Firma QAF) warden in 20 ml Formamid gelfist. Zu dieser 
LSsung werden 2.034 g einer Liisung des In Beispiel 14 verwendeten Farbstoffes in 30 ml Formamid 
gegeben. Nach einstOndigem RUhren bei Raumtemperatur und zweistQndigem Ruhren bei 50* C wird 
folgendes Reaktionsgemisch zugegeben: 

50 235 mg 6-Amlno-1-hexanol 

250 mg 2-Aminoethansulfonsaure 
5 ml Formamid 
5 ml HaO. 

Nach sechsstOndigem Ruhren bei 50* C wird die LSsung auf Raumtemperatur abgekOhlt und in ca. 1.2 
55 I Ethylacetat eingerUhrt, Dabei fallt der polymere Farbstoff als feines Pulver aus, das abfiitriert und im 
Vakuum bei Raumtemperatur bis zur Qew,-Konstanz getrocknet wird. 
Ausbeute: 1.25 g; Xmax = 493 nm; 

Extinktion bei x^w 0.788 (Konzentr.: 40 mg/l; LM : H2O). Molarer Extinktionskoeffizient: 0.97 • 10«. 
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1 g des so hergestellten polymoren Farbstoffes wird bei Raumtemperatur in 70 ml trockenem Pyridin 
mit 2 g Methansulfons^urechlorid 4 Stunden unter FeuchtigkeitsausschluJ3 verrUhrt. Anschlie/3end wird 
abgesaugt, zweima! mit 30 ml Isopropanol gewaschen und im Olpumpenvakuum bei Raumtemperatur 

getrocknet. 

5 Ausbeute: 0.9 g schwarzes, hygroskopisches Pulver. 



Beispiel 16 

10 0.5 mg monoklonale AntikSrper gegen CEA (Carcinogen Embryonal Antigen) werden in i ml H2O mit 
0.86 mg aktiviertem Farbstoff gema/l Beispiel 4 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. gegen Wasser 
dialysiert und lyophlllsiert. Der so erhaltene marklerte monoklonale AntlkOrper wurde durch UV-Spektrosko- 
pie charakterislert. 

Im immunologlschen Test auf CEA erzielt man be! Verwendung dieses markierten Antikorpers eine 
J5 erhtihte Empfindlichkeit verglichen mit analogen monomeren Farbstoffen. 

Mit ahnlichen Resultaten ISflt sich der CEA monoklonale Antikorper auch mit Farbstoffen gemS/J den 
Beisptelen 5, 6, 7, 9, 14 und IS markieren. 



20 Beispiel 17 

Es werden 500 ug eines Aminoilnk-Oligonucieotlds. abgeleitet von der Sequenz: QCCGCCTCGG 
CCTCGCCGAC GCCCGGGACG GGCQCCACCC CCAACGACGT (geeignet als Gensonden-Test ftlr 
Pseudorabies-Vinus) [Synthase: E.Sonveaux, Bloorganic Chemistry 14. 274 (1986) sowie N. D. Sinha u. R. 
25 M. Cook, Nucleic Acids Research 16. 2659 (1988) in 200 IL\ Carbonat-Puffer (pH = 9) geldst. Dazu gibt 
man einen Uberschui3 eine Losung des polymeren Fluoreszenz- Farbstoffes gemS/3 Beispiel 6 in 300 u-l 
Formamid und rOhrt 36 Stunden bei Raumtemperatur. Die Aufarbeitung erfotgt durch Qelflltratlon on 
BIORAD-Blo-Gel P 4 und anschlieiSende RP-HPLC Reinigung. 

Bei Verwendung des so markierten Aminollnk-Ollgonucleotids beim DNA-Probe-Test auf Pseudorables- 
30 Vinjs wird eine verbesserte Sensitivitat en'eicht als bei Einsatz von mit entsprechenden monomeren 
Fluroeszenz-Farbstoffen markierter DNA, 

Mit ahnlichen Resultaten lS6t sich das Aminolinknucleotid auch mit aktivierten polymeren Farbstoffen 
gem&B den Beispielen 4, 5. 7. 9, 14 und 15 markieren und bei DNA-Probe-Tests einsetzen. 

as 

AnsprUche 

1 . Polymer gebundene verknOpfbare Farbstofte bestehend aus 
a) einem wasserlbslichen Polymer-RUckgrat, 

40 b) daran covalent gebundenen Farbstoffen sowie 

c) funktionellen Gruppen. die eine covalente VerknUpfung der polymeren Farbstoffe, mit biologischen 
Materiaiien ermoglichen, 

worin das wasserlfisliche Polymer RUckgrat ein Copolymer ist welches als nicht-ionlsche Monomerbaustei- 
ne Acrylamld, Methacrylamld. N-Ci*C4-Alkyl(meth)-acrylamide, N.N-CT-Ci-Dialkylacrylamlde. N-Vinylpyrroli- 
45 don, N-Vinylplperidon, N-Vinylcaprolactam, N-Vinylformamid., N-Vinylacetamid, N-Vinyl-N-methyl-acetamid. 
N-Vinyt-O-methylurethan, Ethen Oder Vinylmethylether enthfilt. 

2. Polymer gebundene verknUpfbare Fluoreszenzfarbstoffe gemSO Anspruch 1 enthaltend einen Farb- 
stoff aus der Gruppe der Cumarine. Carbostyrile. Pyrazollne, Naphthalimlde, Pyrene. Fluoresceine der 
Rhodanine. 

50 3. Polymer gebundene verknOpfbare Farbstoffe gemafl Anspruch 1 enthaltend einen Farbstoff aus der 
Gruppe der Azo-, Methin- Oder Anthrachlnonfarbstoffe. 

4. Polymer gebundene verknUpfbare Farbstoffe gemSfi Anspruch 1 enthaltend funktionelle Qruppen aus 
der Grupe der Hydroxyl-. Amino-, Carboxyl-, Thio- und Isothiocyanatgruppen, 

5. Polymer gebundene verknupfbare Farbstoffe gemSiD Anspruch 1 wobel 

SB a) das wasserlOsliche PoiymerrUckgrat ein Acrylamld-Maleinsaureanhydrld-Copolymer ist 

b) der Farbstoff aus der Gruppe Coumarine, Fluorescein© und Rhcdamine stammt und 

c) die funktionellen Gruppen durch Umsetzung mit Aminoalkoholen eingefUhrt warden. 

6. Polymer gebundene verknUpfbare Farbsttoffe gemSfl Anspruchen 1 wobei 
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a) das wasser!es!iche PolymerrOckgrat ein Vinylpyrolidon-Maleinsaureanhydrid-Copolymer ist 

b) der Farbstoff aus der Gruppe Coumarine, Fluorescelne und Rhodamlne stammt und 

c) die funktlonellen Gruppen durch Umsetzung mit Aminoalkoholen eingefUhrt werden. 

7) Antlk5rper verknOpft mit einem Polymer gebundenen Farbstoff gemafl einem der AnsprOche 1 bis 6. 

8) Nucteinsaur« verknOpft mit einem Polymer gebundenen Farbstoff gemSS einem der AnsprOciie 1 bis 

6. 
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